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L'invention vise a permettre une augmentation considerable 
du rendement de distribution s6lective de micro-goultelettes, a r^aliser une 
selectivity spatiale et cib!6e en distribuant un r6actif ^r6d6termme sur (e site 
predetermine, et A r^aliser un systems muftifonctronnef et facile & adapter. 

Un exempte de systdme de distribution seion I'invention 



cornporte un substrat (2) recouvert d'une membrane 



(3) et des moyens de 



deformation (65) de ia membrane au droit de chaque cavite form6e dans le 
substrat, et dans iequel les cavites, gravies dans un mat6riau constituant le 
substrat (2) seion un arrangement matriciel, se presentant sous forme de puits 
(10) trav/ersant te substrat avec des parois iaterales continues (11) de symetrie 
axiale; chaque puits debouche sur !a face superieure 'et la face inferieure du 
substrat selon respectivement un orifice d'alimentation (12) et une buse 
dejection (14), i'orifice d'alimentation presentant une puverture sensrblement 
superieure a Torifice (13) de ia buse. j 

Application a la realisation de cartouches et de kits 
miniaturises dans le domaine biochimique et pharmac^utique, ou encore dans 
ies domaines de la cosm6tique. de I'instrumer tation analytique, de 
( impression par jet d'encre ou de Telectronique automobile. 
FIGURE 13a 
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L'invention concerne un systfcme de distribution paraitele et 
selective, a haut rendement, de micro-gouttelettes de volume extrfimemant 
rdduit -de Pordre d'un sous-multiple de nano-litre, voire d'un sous-multiple <le 
pico-iitre-, des cartouches transportablas et un kit pot r mattre en ceuvre une 

10 telle distribution, ainsi que les applications de ce sy«t6me f notamment dans 
fes domaines de la chimie, de la bfologie, de la bjotechnologie ou de (a 
pharmacie, -en particuKer pour la realisation de bio-puces, pour de* tests 
pharmaceubques, imrnunologlques ou bioohimiquesl pour te cribtage de 
chimiothdques ou de s6roth§ques P la preparation de medicaments ou teur 

15 administration perculan£e par tano-phor6se- t ou encore dans les domaines de 
la eosmAtique, pour la realisation de dtffuseurs de pafrums ou d'a^rosols, de 
(Impression par jet d'enere ou de f&lectronique automobile, en particuiier dans 
les tnjecteurs de carburant ou de gas-oils. J 

Les r6cents progrds en matidre de recherche gdnomlque et 

20 protdomique permettent de disposer d'un nombre considerable de mo[6cutes 
biologiques et thdrapeutlques & tester. Cependant Ifs faibles quantit&a de 
products biochimiques disponibtes ainsi que teur coftt &ev6 ont conduit & 
rechercher une augmentation sensible des capactt&s d'exp&imentatfon par 
optimisation du rendement 

25 Pour ce faire, diff&rentes techniques <>nt 6te appliqu&es d la 

manipulation de liquldes biochimlques, tels que les sy^temes de repiquage ou 
de micro-ptpetage avec des actionneurs piezoelectriques et, plus r6cemment, 
la technique d'impression par jet d'encre* 

Le but de ces technologies est la preparation de bio-puces par 

30 1'impression de sondes biologiques ^'oligonucleotides, prolines, peptides, 
etc.), pr6~synthetls6es dans (a majority des cas f sur une surface de difterents 
types de support, tel$ que verre, nylon* ou cellulose®. 

II est par exemple connu des documents US 5,053,100 ou US 
6,083,762, des pipetages qui utilisent un actionneur i>tezo6lectrique sur une 

35 micro-pipette. Cette technique permet rimpressicn jd'oligonucteotides pre- 



2 



synth*tis6s ou synthetises in situ. Cependant, ces systemes sont fabriqu6s a 
I'unite et sont Inaptes a la distribution paralieie £ haute densite. 

Dans le document US 6,028,189, la distribution de reactife est 
etfectu6e par I'utilisation de mtcro-pornpes de type $ jet d'eocre, acth/ees par 
5 un actionneur piezo6(ectrique, Chaque micro-pompe eat r6alis6e dans un bloc 
de silicium, avec des canaux d 'alimentation et dejection des gouttelettes. Afin 
de r6aflser des synthases in situ, quatre micro-pompes deiivrent des bases 
d*ADN par Ejection dans des puits circuiaires, formes sur un substrat de verre 
command^ en ddplacement seton deux axes. 

10 Ces systemes ne permettent pas de realiser une impression & 

tre* haut rendernent au sens de la pr6sente invention, c y est-^-djre quelques 
centaines £ quelques milliers de gouttes par cm 2 ; avec quatre pompes 
operant a quelques centaines de Hz, une machine selon le document 
precedent imprimerait 100 000 gouttes en quetques osntaines de secondes. 

J 5 La synthase de sondes de 25 oligonucleotides ndcessiteraft alors plus de 2 
heures. 

Linvention vise g permettre une augmentation considerable 
du rendernent de distribution selective de micro-gouttelettes, par une forte 
augmentation de la density depressions para!l£les, comparable aux densites 

20 obtenues par la photochimie pour llmmobillsation de molecules sp6cffiques a 
travers des masques de photolithographic Cette mfethode est limited aux 
molecules pouvant etre fix6es par photochimie et ne permet 
fondamentalement pas de manfpuler individuellemerrt des gouttelettes do 
reactifs, De plus, la synthase in situ, par cette methode, est iimitee e environ 

25 25 mononucleotides. - 

Un autre but de ['invention est de permettre de realiser une 
selective non seulement spatiaie, en permettant de fdistribuer le reactif sur 
des sites predetermines ou programmes, majs egalemfcnt cibiee en distribuant 
un reactif seiectionne parmi plusieurs sur le site predetermine, 

30 Linvention vise 6galement & realiser un system* 

multifoncfionnel et facile e adapter sous differences formes, par exemple sous 
forme de kits miniatures d'analyse biologique ou biochimique pour permettre 
un grand nombre d'appllcations. En particulier, J'tnvention permet de ne pas se 
limiter £ la synthese de 25 nucleotides par sonde mais de synthetiser des 

35 sondes iongues pouvant atteindre, par example, 70 nucleotides, tout en 
conservant un rendernent eieve. 
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objet un systems de 
zomportartt un substrat 



Ces buts sent attaints en utilEsant una t$te d' impression dans 
iaquelte est r^afisde, par des techniques de type mic odlectroniques a haute 
density une matrice de putts de forme particuti&re et alimentes suivant une 
connectique sp6ciftque pour une distribution selective & haut ddbit 

5 * Plus pr6cis6ment invention a pour 

distribution de micro-gouttelettes & haut rendement, 
recouvert d'une membrane et des moyens de deformation de la membrane au 
droit de chaque cav»6 form6e dans le substrat, et dans lequel les cavites, 
gravies dans un rnateriau constituant le substrat, se ptesentent sous forme de 

10 putts traversant le substrat avec une parol latdrale continue de sym&rie axiale; 
cheque putts ddbouche sur ta face sup6rieure et la face mf6rieure du substrat 
selon respectivement un orifice d'aiimentation et une < buse ouverte seion un 
orifice dejection, 1'oriftce d'alimentation pr&sentant une ouverture $up6rieure £ 
I'orifice de la buse et la bus© prfcsentant un rapport de forme de I'ordre de 1 & 

15 20. 

Seton ('invention, it convlent de comprendre par distribution 
rejection ou Inspiration de micro-gouttelettes, pari haut rendement de 
quelques dizaines d quelques mllfiers de micro-^outtelettes distributes 
paralt&lement en une fraction de second©, par paroij & sym6trie axiate une 

20 parol de revolution ou eylindrique, par example de section carree, at par 
rapport de forme ie rapport entre la hauteur et Fouvertif e de ia buse de sortie. 
Pour attelndre ce type de rendement, l a substrat pr6sente une 
density de putts pouvant atteindre 10 000 par cm 2 , avec un d6bit pouvant 
d6passer 1 million de gouttelettes a la seconds. 

25 Avantageusement r te matdriau du substrat est choisi parmi les 

materiaux seml-conducteurs tels que le silicium, rars6niure de gallium, le 
carbure de silicium, le germanium, les composites d'oxydes et d'isolant (tele 
que le SOI, initiates de silicium-oydewlsolant), les verres, les nitrures de 
silicium, le poly silicium, les c6ramiques, les materiaux thermoplastiques, -tels 

30 que le polymdthacryiate de mMhyle, les polycarbonates, le 
polytetrafluoroethylene, le cNorure de poJyvinyle ou polydimethylsiloxane, 
les r6sines photosensibles 6paisses { par exemple la rGsine « SU8 »)- ainsi 
que les m6taux, tels que le tungstene ou les aciers inoxydabies. 

De manure pr6ttr6e, les techniques db micro-fabrication pour 

35 r&aitser les puits ou les rnicro-canaux sent choisles en ffonction du matdrlau du 
substrat ; 
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- gravures chimiiques humides ou s£ches telles que ia gravure 
Sonique reactive (en abn&ge RIE) ou [a gravure profortde (en abrege P-RIE) 
pour le siltcium et verre ; 

- gravure par 6lectro6rosion ou eiectroformage pour les 

5 metaux; 

moulage et polymerisation pour les materiaux 

therrnoplastiques ; 

- photofrthographie, decoupage au laser, ultrasons, ou par 
projection dabrasife pour la piupart des substrate, 

10 Selon des modes pr6ffer6s, le materidu de la membrane est 

chotsi entre le verre, le silicium, les elastomers et les materiaux 
therrnoplastiques; la membrane peut etre grave© paries techniques de 
gravure cttaes plus haut afin de r£aliser un rfeseau de micro-canaux 
d'alimentation des puits, ces micro-canaux etant couples en extremite £ au 

15 moins un reservoir d'alimentation en rdactif, 

Dans des modes de realisation particuliers. les moyens de 
deformation locale de la membrane sont con&titues par des actionneurs 
etectromagnetiques, magn6tostrictife ou pi6zoeiectriques. Des moyens 
atternatifs sont 6ga(emerrt pr£vus tels que les moyens' therrniques de type jet 

20 d'encre ou thermoeiastlques par effet de type bilarne, I'electro-vaporisation 
produit par un champ eiectrfcjue localise entre chaque puits, ou encore des 
actionneurs eiectrostatlques, 

t'ensemble des moyens de deformation peut etre g6r£ par 
une unite de commande programmable 3 travers un r&seau de muttiplexage. 

25 -Une- telle unite permet de dedencher simultan6ment ou successivement 
Inspiration ou la distribution de reactife identiques ou difffcrents d travers tous 
les puits. & travers des blocs de puits ou certains puits. i 

Selon des modes de realisation; particuliers, la t6te 
depression poss£de quatre ou un multiple de quatre lignes et un nombre de 

30 colonnes de puits adapte 3 la densite souhaitee, afin de prooeder a la 
synth&se de sondes d'ADN £ partir des quatre monomferes de base des 
nucleotides pour la preparation de bio-puces. Les puits de chaque ligne sont 
alimentes par un m£me reservoir a travers un micro-canal forme dans la 
membrane paralieiemervt & ia llgne de puits et couple lateraleroent h ia llgno 

35 ou orthogonalement au plan du substrat, les reservoirs etant graves dans ia 
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membrane ou disposes g distance at reltee aux jrnicro-canaux par des 
connexions souples 

L' invention concerns egafernent les Applications de la tfite 
d'impression definie ci-dessus* Pour mettre en aauvjre au moins certalnes 
d'entre elles, il est avantageux da preparer un ensermte pret A Temploi sous 
forme de : 

- cartouche de distribution comprensnt au moins une tSte 
d'impression pr6remplie de r&actifs et de plaquettes fe titration en materiau 
semi-conducteur ou thermoplastique, pouvant pr6$er|ter des mlcro-cuvettes 
fornixes par gravure de type micro-electron ique, par usinage, par moulage, 
par thermoformage, ou toute technique adapt6e A une telle fabrication ; 

- kit de distribution comprenant au moins une tete 
d'impression, pouvant etra 6quip£e d'au moins une pcimpe d'aspiratton, et au 
moins une piaquette de Titration, prdremplies ou non tje reactit 

Ces cartouches ou ces kits sontl plus partfculterement 
destin6(e)s d la preparation de bio-puces, par synljhdse in srtu ou d£p6t 
d'oligonucteotides pre^synthetises, au criblage coliictif ou individual sur 
molecules biologiques ou sur cellules, £ ia preparation de medicaments ou 
aux tests pharmaceutiques ou da d6plstage immunol^gique, biochimiques et 
biologiques. 

(-'administration percutan6e de m6dlcahients par lono-phor£se 
peut fitre r6alls6e & partir d'une tfete d'impression d£finie pr6c6demment 
comportant un plusieurs putts. Un systeme d'applicaton d'une difference de 
potentlel adequate sur une cellule pi6zo6lectrique, ou tout moyen de 
d6ctenchement eiectromagn6tique, forme un dispositif d'ad ministration d'une" 
quantity catibree d'au moins un medicament contonu forme dans ce puits. 

Outre les applications cities plus 
6galement etre utilis6e pour la separation et le 



haut, Unventlon peut 
tri* par example en 



chromatographle par filtration selective. Sur les parojs des puits d'une tfete 
d'impression selon ('invention sont d'abord fixdes, grefifees, bloqu£es ou 
accrocMes, par tout moyen connu, des bio-celtules it antiques ou dfffferentes 
par puits ou par blocs de putts. La t£te d'irnpressjoln peut etre integrde & 
I'embout d'une seringue. 

D'auUes caracterisfiques, avantaies et applications 
apparaTtrortt egalement dans la suite de la description qui detaille, plus 
particulferement, des exemples de mise en oeuvre nonHimitatifs de (a pn&sente 
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invention, an reference aux figures annex&e^ qui repr6senteht 
respectivement : 

- la figure 1, una vue schematique pjarttelfe en perspective 
d'une tfite de distribution Iimit6e d Tenvironnement d'bn puits de base d un 

S systeme selon ('invention ; 

- la figure 2 t une vue en coupe selon lll-ll de la tfite seion la 
figure 1 avec un reservoir de remplissage ; j 

- la figure 3, une vue schdmatique en perspective d*une t£te 
de distribution d'un systeme selon invention h huit puits de distribution ; 

10 - la figure 4, una vge en coupe selon 1V-IV de la figure 

pr6c£dente ; 

- la figure 5. une vue schdmatique en perspective cfune tfite 
O de distribution d*un systeme selon I'invention & seize p Jits de distribution ; 

41 - la figure 6, une vue en coupe selon V-V de la figure 

% IS pr6c6dente ; 

T] - les figures 7 et B, deux vues cavalidrbs de la face inferieure 

hi de la tete de distribution du syst&me selon la figure 5 et] selon une variante ; 

□ - la figure 9, une vue en perspective du systdme selon Id 

m figure 5 avec des moyens de distribution d'un rfeactif d distance; 

L 20 ■ - la figure 10, une vue en perspective du systems selon la 

m figure 5 avec des moyens de distribution d distance d4 quatre mononucldides 

M= pour former des sondes eur une lame mobile ; 

HI - la figure 11, une vue en coupe schematique d'un systeme de 

^ distribution seion ) J Invention illustrant te principe d'adjionnement sdlecttf des 

r " 25 puits de distribution ; 

- les figures 12a et 12b, des vues en cpupe illustrant les deux 
phases d'actionnement d"un puits par des moyens £lectromagn6tiques de 
dectenchement s6lectif ; 

- les figures 13a et 13b, une vue en coupe d'un systeme de 
30 distribution selon ^Invention, illustrant I'actionnement |s6tectif respectivement 

per des moyens 6iectromagn6tiques et des moyertis pi6zo*tectrique* de 
d£c(enchement s6lecttf; 

- la figure 14. une vue en coupe d'un^ tftte de distribution en 
phase de remplissage par aspiration de r^actrtfs poqtr la preparation d une 

35 cartouche de distribution selon I'invention ; 
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- la figure 15, une vue en coupe d un iyst&me tie distribution 
seion Invention appliqu** au traitement de cellules sur une plaquette de 
titration ; 

- la figure 16, une vue en coupe d'un fysteme de distribution 
5 selon ^invention applique A la ddtection d'hybridation jfans le cadre d'un test 

g6n6tique; 

- la figure 17, une vue en coupe d'un systeme de distribution 
selon Nnvention appliqu6e a ('administration percutan^ de medicaments, 

Sur toutes tee figures, des signes dfc reference identiques 
10 ddsignent des Elements identiques ou techniquement Equivalents. Les 
membranes apparaissent en transparence afln de faclliter ia visualisation de 
i'ensemble des Pigments representees. 

Un exemple de tftte de distribution 1 est iliustr6 en figure 1, 
telle que limttee d son environnement autour d'un puits de distribution 10. 
15 Chaque puits 10 a £te grav6 par photollthographie suivie d'une gravure 
humid© chirnlque dans un substrat de silicium 2 recouvert d'une membrane 3 
en pyrex** # la membrane et ie substrat sont assembly par soudure anodique 
pour former la t&te 1 . ! 

Le puits 10 poss^de une forme pyramidale inverses, et 
20 traverse de part en part le substrat de silicjum 2 selon quatre parols 
corrtinGment inclines 11 et d6fin!es par les plans cristjailins 1-1-1 du silicium. 
Uouverture supfcrieure 12 du puits, qui communique! avec la membrane 3, 
forme un carr6 de cdte supGrieur au c6t6 de i'orifice inferieure 13 afln 
d'acc6l6rer Injection des gouttelattas, Un micro-canal 20 d'alimentation ou 
25 d'6vacuation du puits en r6actlf est usin6 dans la membrane 3, 

Dans cat exemple de realisation, las dimensions do puits sont 

les suivantes : 

- c6t£ de I'ouverture superieure: SOO^m 

- c6te de ('orifice inf&rieun entre 10 et 50 (environ 30 pm) 
30 - 6paisseur de la membrane ; 10 & 50 pm 

- epaisseur du substrat ; 360 pm 

En vue en coupe selon la figure 2 selon I Ml, il apparalt que le 
micro-canal 13 communique avec un r6servoir d'alimantation cu de stockage 
4 de rdactif 5. H est 6ga!ement montrfe sur cette vue que la face inffcrieure 2i 
35 sensiblement plane du substrat 2 forme saillie autour <des parois faterales 1 1 
du puits 10 de manure & prolonger ces parols en fonmant une buse 14, De 
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telles buses soot obtenues par usinage de ia face inf6rieure. La hauteur H 
d'une telle bus« rapportee au cate C, cote de I'arifice 13, mesure la rapport de 
forme environ ^gai d 3 dans I'exemple, qui am&iore la formation de micro- 
gouttelettes do volume de 1'ordre du pico(itre> La valour du rapport de forme 
5 est limitde pa? des contraintes technoiogiques et uH bon cornpromis est & 
rechercher entre 1 et 20, suivant te materiau et la! technique de grgvure 
utilises. Par aiHeurs, fa distance moyenne entre deux puits est typiquement 
d'eaviron 550 (jm. | 

Sut ia figure 3, la vue en perspective q'une tdte de distribution 
10 1 comports hun putts 10 rejfes indivtduellement a hdit reservoirs 4 par huit 
micro-canaux 20, Les dimensions typiques d'une telle tete sont : 

- longueur : 3mm 

- largeur : 5mm 

- epaisseur : 1mm selon 6paisseur des] reservoirs 

15 La vue en coupe representee en figure 4 t selon le plan IV-IV 

de la figure precedente, montre bien Hnd^pentiance des reservoirs 
4 permeitant la distribution ou ('aspiration de r6actifc ditf&rents 5a et 5b, 

Gn variants, les figures 5 et 6 montrknt respectivement en 
vue cavalfera et en coupe selon le plan V-V, une tete de distribution 

20 comportant seize puits 10 relies individueHement £ seize reservoirs 4 par seize 
micro-canaux 20, Une telle configuration est avantagpusement utilisee pour 
tiistribuer sei^e r^actifs differents. 

La face inferieure 2i sensiblement plane du substrat 2 de la 
t&te de distribution des figures 5 et 6, est representee en vue cavaltere sur la 

25 figure 7 et en variants sur ia figure 8, En figure 7, les parois des puits 10 
apparaissent en sarilie sous forme de pyramides. C$tte forme inclined des 
parois est avantageuse car le r6actif ne risque pas de fe'accumuler et done de 
stagner Par ailieurs du point de vue hydrodynamique, elie permet un meitleur 
6cauteme?nt avec une repartition des pressions et des vitesses de mantere 

30 continue, En figure 8, ces memos parois 11 apparalssent en transparence 
sous une forme cylindrique, de diam^tre 6gai & 100 microns, prolongee par un 
embout centre 6, egaiement cylindrique et de diametre ide 20 microns. 

Lorsqu'un seui reactif est distribu^ ou asptr6 simultanement a 
travers ies pu>ts T ?a configuration de membrane illiistnte en figure 9 est 

35 avantag^usement mise en oeuvre. Dans cette configuration, la membrane 3 
possede unc o-uverture unique 30 qui permet d'alimenter ou d'aspirer un 



rneme reacti* surtous les purts 4 sans I'uiilisation de nicro-canaux. Ce reactif 



ant (non repr6sent6) £ 
unique 40 traversant la 



est transport^ deputs ou aspir6 vers un reservoir dis: 
travers un tuyau scuple 7 couple a un mfcro-capillaire 
membrane 3 

5 Lorsque plusteurs reactfe sont distribiJ6s, pair exempts quatre 

mononucieides A, C, T, G, dans le cas illustr^ par la vue en perspective de la 
figure 10, la membrane pr6c6dente est cloisonne© par trois traversees 31 de 
rnaniere £ former quatre conduits independents : 32 d'alimentatian ou 
d'aspiratian des reactifs, Ces conduits sent relics a quatre mtcro-captiiaires 41 

LO coupiees, & travers la membrane 3 et quatre tuyagx souples 7, 3 quatre 
r^servoifs dfstants (non representee), Une tellle configuration est 
particulierernem adapt^e d la distribution des quatre nucleotides de base pour 
former des sondes 9 pour Ea preparation de micro-guces sur une lame 82 
recouverte d une couche de silane 83 pour perrnettre ife greffage des premiers 

15 nucleides. La lame 82 est supportee par un dispositif de positionnernent 86. 
selon les axes XYZ 

Dans ie but de distribuer le ou tes r6actrfs. par micro- 
gouttellettes 50 de roantere selective, e'est-a-dire en sollicitant chaque putts 
md6pendarnme>nt les tins des autres, la membrane 3 est sollicitee iocajement, 

20 comme illustr6 sur la vue en coupe de la figure 1 1 . L'actionnement selectif des 
pulls 10 de distribution est provoque par des moyens qtdformant localement la 
membrane 3 par application d'une force j 

Sur les vues en coupe des figures! 12a et 12b, tes deux 
phases dactionnement d'un puits 10 par deformation 'locale de la membrane 

25 actionnes par des moyens electrornagnetiques d$ declenchement sont 
illustr&s Ces moyens sont formes d'un 6lectroairnant ejlementaire 60 compose 
d'un circuit d excitation 61 generateur de courant, comprenant notamment une 
bobine 63 coupiee a un noyau d'entrefer 64. Les moyens 6lectromagn6tiques 
comprennens egalement une pastille aimantee 85 fixeo sur la membrane 3 au 

30 droit du puits et susceptible d'etre polaris6e par f'eloctroaimant. La pastille 
peut alternativement etre un aimant permanent, 0^4 en materiau dia ou 
paramagn^tique. 

Lorsque ie courant 62 circute , le noy^u 63 exerce une force 
d'attracnon h sur ia pasttfle 66. La membrane 3 eit alors d^formee vera 

35 r^lectro.iimam **t Jiquide 51 est stoppe a I'ecouiement & travers Torifice 13 
(figure i 2a). Lorsque ie courant 62 circule dans Tautre sens par inversion des 



comprennent des 
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pdles, le noyau 63 exerce une force de repulsion l^sur la pastille aimantee 65. 
La membrane est deform6e en ereux et le Irqukfe 51 ost expuls^ sous forme 
de micro-gouttetettes 50 a travers ['orifice 13 de la buse d'6jection (figure 12b). 
avec un volume cafibre et contrfile par les dimensions qe la buse ainsj que par 

5 J'amplitude at la duree du signal £lectrique applique. 

AUernativement, Injection de gouttelejttes peut se faire par 
application d'tmpulsions de courant eiectrique ou par application d J un courant 
alternatif a la frequence de resonance propre de ia mertibrane. 

Afin de r6aliser une distribution selective de micro- 

10 goutteiettes, cest-&-dire dont la commande est individuaiisee au niveau de 
chaque puits. la deformation locale est r6alis6& par un ensemble de moyens 
de d^clenchement Les figures 13a et 13b fllustrent en coupe un tel ensemble 
forrnfe respectivement par des moyens electromagnetiques et des moyens 
piezoelectriques. 

15 Les moyens electromagn&tiques 

electroaimants 60 et des aimants 6S, disposes sous fc^me matrietelle au droit 
de chaque puits 4, et les moyens piezoelectriques comprennent des pastilles 
pi6zo6tectriques 70. couplees £ des circuits d'excitation 61 du m6me type que 
ceux utilises pour les moyens electromagn6tiquefe. Le declenchement 

20 pi6zoelectnque de micro-gouttelettes 50 (figure 13b) est active de la meme 
fagon que dans le cas de declenchement electroma^netique (figures 12 et 
13a) par fermeture des circuits 61, Touverture des injterrupteurs 66 arrfitant 
r^coulement des gouttelettes 50. Pans le cas de {'utilisation d'actionneurs 
piezoelectriques. les signaux 6leetriques sont cette fofs-ci des differences de 

25 potentielies apphquees aux bornes des 6I6ments piezoelectriques, 

L'ensemble des moyens de declencbelment est g6rfe par une 
unite de commande (non representee) programmable & travers un r6soau de 
couplage ou de multiptexage, dont la mise en ceuvre releve du domaine de 
competence de I'hornme de Tart. Une telle unite permet de dectencher 

30 srmultanement ou successivement Taspiration ou ta distribution d'un meme 
reactif ou de reactifs differents & travers les puits. j 

H est ainsi possible d'obtenir un d6bit d rejection de gouttelettes 
6lev£, par example 100 gouttelettes par seconde pouf- un meme puits. I! est 
ainsi possible d'atteindre ie d£bit de 100 000 pour un© tSte dtmpression 

35 de 1000 puits, avec une deformation de ta membrane controle par le signal 
ext6rieu r e £n effet le liquide etant quasiment incompressible, le rapport entre 

i 
1 
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les vitesses de d^placement clu liquide entre I'ouverture superleure et ('orifice 
dejection du puits est inversement proportionnel atli rapport des surfaces 
respect! ves. Dans 1'exemple iilustr^, Je rapport des <£6tes des orifices etant 
d'environ 15, ia vttesse d ejection des goutteiettes e$t done environ 15 fois 
superieure £ ceile de deformation des membranes. \ 

Pour ia pr6paration d'une cartouche de distribution setan 
Tinvention, des r^actifs sont aspires dans une tete de distribution comme 
ilfustr6 sur la vue en coupe de la figure 14. Pour effectuer une telle aspiration, 
les n§actife sent oontenus dans des micro-cuvettes 80 pravees sur une plaque 
81 setcn des dimensions correspondantes h cells de^ puits 4. Gette plaque 
compone dans iexempie 9 600 micro-cuvettes efepacees de 0,6 mm, 
Quelques milliers de cuvettes par cm 2 peuvent egaiemfent etre r6alis£es, alors 
que les plaques de titration couramment utiiisees ne comportent achievement 
que 1 a 4 cuvettes par cm 2 . 
15 La plaque est d6plac6e par ir^glage micrometrique 

(direction Z) vers te substrat 2 jusqu'd ©eraser des joints d'etancheite en 
teflon® 32 fix6s en bordure des micro-cuvettes 80. D'aUtres materiaux peuvent 
etre alternatjvement utilises pour former les joints : $n silicone, vuiton^, en 
polym^re, 6lastom&re ou mat6riau thermoplastique ad^pt6. 
20 Les r^actifs sont alors aspir6s dins les puits par le 

d^cienchernent d'une pompe 8 montee sur un tuyauj d'6vacuation 7 coupte 
aux conduits d'evacuation des puits 4, comme d6tail!6 jci-dessus. La plaquette 
81 est egalement mobile selon les directions XY ajfin de prevoir d l autres 
aspirations a part*r d'autres micro-cuvettes permfettant d'effectuer des 
25 m^fang^s d& rc^acttfs dans un meme puits. La plaque est placee sur une table 
de positionnfcment XYZ (representee en figure 1 0). . 

Suivant les applications, les reactifs j peuvent etre de type 
varie ADNc. oligonucleotides, g^nes, cellules, ARNm, prolines, sequences 
d'ADN ou d ARN amplifies par PGR (initiates en terminologie anglaise de 
30 « Polymerization Chain Reaction x>) P antigdnes et anticorps, molecules 
th6rapetitiquRS ( sdrums, etc. 

En vue de la preparation de sondes pour realiser une bio- 
puce. \c dep6t d'oiigonucl^otides ou de proteines |sur une plaquette de 
Titration ou sui une lame mobile est illustre sur ia vu^ en coupe de la figure 
35 15. Unt- tete: distribution est alimentee par des reservoirs et Taction de 
pompes confer rnement a ia figure 10. Des reactifs th6r$peutiques differents 52 
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& 56 sont distrlbu6s dans les pults. Des cellules d trailer 15 sent d6pos6es 
dans les micro-cuvettes cTune plaque de Titration 81, Lp tfcte et la plaque sont 
align6es avec precision £ I'aide de rep6res (non rep4$ent6s), La plaque de 
Titration est r6alis6e par injection d'un materiau therrfioplastique, tel que du 
5 polym6thacrylate d© m&thyle ou un polycarbonate. 

Les sondes sont form6es d la demands par programmation de 
I'unit6 de gestion des action neurs cenjointement aveei le displacement da la 
lame> ce qui permet de former immedlatement Iob sondes iors de ce 
d£piacement : la durfce de formation des sondes 9 est optimise, permettant 

If) de gagner un temps consid6rab|e par rapport a la formation par couches 
successive^ de T6tatde la technique, Le haut d6brt obtinu avec le syst6me de 
distribution salon rinverrtion permet de r6allser des sondes pouvant atteindre 
par example 60 d 70 nucleotides n£cessaires pour les applications en 
g6nomique fonctionnelte et expressions de g6nes. La plaquette ou la lame est 

15 d6plac6 par r£glage micromdtrique selon des directions XY pour positionner 
les orifices des 6jecteurs en regard avec les zones a imprimer 

Dans un autre exemple d 'application & la detection 
d'hybridation dans le cadre d r un test gdn6tique, tel qu'WustnS en coupe sur la 
figure 16, ia lame 82, pr£par€e selon la figure pr£c&dente, est balay6e par un 

20 flux d'ADN de patient 90. L'ADN du patient est au pr^alable marqu6 
magndtiquemem par greffage de billes 01, utilise dan* Tdtat de la technique 
pour tmmobiiiser des molecules dans un champ magn6tkju© ou, 
alternativement, par fluorescence, 

Lavantage supptementaire de la prdsente solution est de 

25 rfcutillser les moyens de d6ctenchement de distribution pour r6allser ta lecture 
du test par detection, ce qui permet de r&duire la quantity de materiel 
6lectronique utilise, slors que, dans Tart antdrieur, il est n&cessaire de 
disposer de bobines de lecture dans les cuvettes de titr&ge. 

L'hybridation ou linteraction immunoldgique permet de fixer 

30 les ADN du patient sur certaines des sondes 9. La detection de ces 
hybridatjons est r£alt$6e par formation d'un courant induit dans les circuits 61 
au droit des sondes hybridfies au par d6tection optiqUe. Cette detection est 
rendue possible du felt de la precision de positionnerhent des sondes et du 
fait, dans le cas d'un marquage megndtique, que ce sont les mdmes circuits 

3S 61 qui assurent la distribution des sondes et la detection des hybridations. 
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Dans I'appltcatton lono-phor£tique T Padministration percutan6e 
de medicaments est n£alts6e, en reference d la vue en coupe de la figure 17, & 
partir d'une tete depression i\ un puits 4 de distribution. Dans ce puits, un 
medicament est distrlbu6 conform6ment d la method© expose ci-dessus. Une 
S tension de quelques millivolts est appliqu6e par un circuit gen£rateur de 
tension 61 sur une cellule ptdzo6lectrique 70 afin de d6former (a membrane 3. 
Une quantity pr6calibr6e de medicament SO pendant Line dur6e donn6e peut 
sinsi Stre administr^e. Deux dee parois opposdes 11 du pulte peuvent 
6gatement &tre polarts6es afin de faciliter Fabsorptidn du medicament en 
10 provoquant la dilatation des pores de la peau. 

^invention n T est pas iimitee aux examples de realisation 
d6crits et represents. 

II est par example possible de r6aliser des configurations de 
puits, de nnoyens d6clencheurs et cuvettes de Titration autres que matriciels ; 
15 des configurations de forme circuiaire concentrique ou en spirale convlennent 
6galement. ; 

Les micro-canaux peuvent dgalement fitre gravds sur le 
substrat ou sur la membrane, II est possible de rdaiiser la membrane ou le 
substrat avec une structure rnulticouche permettant d'integrer les micro- 
20 canaux de manure tr^dlmensfonnelle dens des coiiches difT£rentes, Les 
micro-canaux peuvent alors dtre couples aux putts* par des connexions 
perpendioulaires aux ouvertures superieures des puits, 1 

Par ailleurs, it est possible d'utiliser d'autres techniques pour 
d6ctencher la deformation locale de la membrane, par effet bllame utilis&nt les 
25 effets themio6lastiques ou ta magnetostriction : la deformation 
thermo6lastique d r un materiau de type btiame dispose sous forme de barrettes 
eiementaires au droit des puits sur (a membrane. Chaque barrette peut fttme 
form6e d'une couche de matfiriau ferromagn6tique et d 7 une coucbe de 
materiau conducteur (en Cu t Al, Au, etc.), le mat6ri^u ferromagn&tique so 
30 d6formant sous I'effet d'un champ magn£tique produit par reiectroaimant II 
est 6ga|ement possible d'aglr par des moyens pneumatiques, par 6lectro- 
vaporisation, ou par I'apptication de champs Electrostatic ues< 

En outre, les forces de deformation de la membrane ou son 
echauffement peuvent 6tre cr66s f par exemple £ faide de courants de 
35 Foucauft La mise en resonance propre peut Stre effectuee par deformation de 
ia membrane ou par vibration de I'extremtte de la buse. 
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Par allleurs, d'autras adaptations s^nt possibles afln de 
satiefaire & dcs applications sp6cifiques< Par exempli, pour le criblage de 
Pilules teste dans le domaine pharmacologique, en reference £ la figure 16, 
les micro-cuvettes 80 d'une lame de Titration 81 sont 6quip6es d'^lectrades 

5 polaH$6es 87, Le test de r6activft6 dea cellules peut 6<re optique, c'est-a-dire 
par fluorescence etfou spectroscopic, ou 6lectrique pair mesure d'impAdance 
6lectrique ou ^iectrochimique. II est 6galement possible d'appliquer, 
inversement, une difference de potential de valeur adaptee entre ess 
Electrodes afln de creer une polarisation dans les cellules et favoriser ainsi 

10 Peffet thdrapeutique sur des cellules. j 

Une autre application du systems de distribution selon 
Tinvention conoerne fa distribution de reactifs dans les colonnes de 
spectrom£trie de masse pour la oaradtert&ation de com^os^s* par alimentation 
paraltete ou s£quentfelle comme d*crit plus haut Cette application peut 

1 5 6galement convenir aux chromatog raphes 

i 
i 
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REVINDICATIONS j 

1 Systeme de distribution de micjro-gouttelettes a haut 
rendemsnt comportani un substrat (2) reeouvert d'une membrane (3) et des 
moyens (65, /0) de deformation de la membrane aui droit de chaque cavite 
5 (10) formee dans le substrat (2) t caracterisfe en ce q|ue les cavites, gravies 
dans un matfinau constituant le substrat, se prfesentdnt sous forme de puits 
Iraversant le substrat av/ec une paroi iaterale continue de symetrie axiafe, 
et en ce que chaque puits debouche sur ia face sup£rieure et la face inferieure 
du substrat selon respectivement un orifice d'alimentjation (12) et une buse 
10 (14) ouverte selon un orifice dejection (13), t' orifice d'jalimentation pr6sentant 
une ouverture sup£rieure a {' orifice (13) de la buse, ej ta buse presentant un 
rapport de forme pouvant aller de 1 a 20. ' 

2, Systerne de distribution de micrd-gouttelettes selon la 
revendicationi dans lequel la density de puits stteirjt 10 000/cm 2 , avec un 

15 debit d au moms un million de gouttelettes £ la second^. 

3. Systeme de distribution de micrij-gouttelettes selon la 
revendication 1, dans lequel les puits sont configures sous forme matriciet, 
circulate concentrique, en spiraie, ou selon unej combinaison de ces 
configurations. 

20 4 System© de distribution de micro-gouttelettes selon rune 

queiconque des revindications precedentes, dans lequel la membrane ou ie 
substrat prfeentent une structure multicouche int^graht les micro-canaux de 
maniere tri-a>rnensionnelle dans des couches differehtes, les micro-canaux 
6tant alors coupl6s aux puits par des connexions perpendiculalres aux 

25 ouvertures supeneures des puits, 

5, Systerne de distribution de micro-^outteiettes setan I une 
quelconque des revindications pr6c6dentes, dans lequet Tensemble des 
moyens de deformation est gerfe par une unlt6 de commande programmable a 
travers un r6seau de multiplexage pour dfeclencner simultan^ment ou 

30 successivement I aspiration ou Injection de r^actHs idfentjques ou diffSrents & 
travers tous *es puits, h travers des blocs de puits pres^lectionnes ou certains 
puits preseleotionnes 

6 System© de distribution de micro-gouttetettes selon Tune 
quelconque des r^vendications precedentes, dans Jequet le mat^riau du 

3S substrat ou de la membrane est choist parmt les matejiaux semi-conducteurs, 
le poiysilicium. les verres, les nitrures de silidum, les c6rgmiques ( les 
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materiaux thermoplastiques, les 6Iastom6res, les lysines photosensibles 
6paisses, et les metaux electro-form6s ou electro-erodfes, 

7 Syst&me de distribution de micrb-gouttelettes selon ia 
revendicatior 5 ou 6, dans Sequel la gravure du substrat ou de la membrane 
est choisie pa* mi ia gravure chimique, la RJE, D-RIE, la photolithographie. la 
gravure par electroerosion ou 6!ectroformage 1 le moulsge et ia polymerisation, 
ie d6coupage au laser, les ultrasons, ou la projection d'abrasifs- 

8 Systeme de distribution de micro-gouttelettes selon la 
revendication 7, dans iequef la membrane est gravfee afin de r^aliser un 
n&seau de mjcro-canaux d'alimentation des puits, ces micro-canaux etant 
couples en extr6mit6 & au moins un reservoir d'aliment stion en reactif. 

9. Systeme de distribution de micrt-gouttelettes selon la 
revendication 1. dans iequel tes moyens de deformation locale (65, 70) de la 
membrane (3) sont oonstitues par des actionneurs Ulectronnagn6tiques et 
pi6zo6Iectriques ( magn6tostrictif$, 6lectrostatiques ou par electro-evaporation, 

10. System© de distribution de micrto-gouttelettes selon la 
nevendicationi, dans iequel les forces de deformation de ia membrane sont 
crees par mise en resonance propre de ia membrane 
Textr6mit6 dos buses (14). 

11. Systeme de distribution de micrto-gouttelettes selon la 
revendicatioM , dans Iequel les puits de chaque ligjne d'une configuration 
rnatricieiie sont alimentes par un mSme r6servoir (4) a( travers un micro-canal 
(20) forme dans la membrane parall&lement £ la ligne de puits (10) et coupl6 
Iat6ralement a la ligne ou orthogonalement au plah du substrat (2), les 
reservoirs 6tant graves dans la membrane ou disposes £ distance et reJtes 
aux micro-canaux par des connexions souples, \ 

12 Systeme de distribution de rnicik-gouttelettes selon la 
revendicationl. dans Iequel la tSte depression (1) ^ossede un nombre de 
itgnes egal a un multiple de quatre, afin de proc^der a : la synthese de sondes 
d'ADN a pan*r des quatre mononucleotides (A, C t T, G|) pour la preparation de 
bio-puces, et dans Iequel les purts de chaque ligne 
meme reservoir a travers un micro-canal (32) form6 
parall£iernent aux lignes, ies reservoirs etant graves' 
disposes a distance et relies aux micro-canaux par des connexions souples 
(7), 



(3) ou par vibration de 



sont aliment£s par un 
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13 Cartouche de distribution comprenant au moins un 
systeme de distribution selon June quelconque des revendications 
pr6c£dentes. prerennpli de r6actifs (51), et des plaquiettes Titration (81) 
pouvant presenter des micro-cuvettes (80) fornixes pa{ gravure de type micro- 
5 dtectromque. par usmage, par moufage, et par thermofirmage. 

14. Kit de distribution cornprenant au| moins un systeme de 
distribution sefon Tune quelconque des revendications 1 & 12. 6quip6e d'au 
moins un© pompe d aspiration (8), et au moins una ptaquette de Titration (81), 
pouvant fetre pr^rernpiies de r^actif ' 
1° 15. Cartouche seion la revendicatioin 13 ou kit sefon fa 

revendication 14, dans iequel Ja plaquette de Trtratiorj presentent des micro- 
cuvettes equipees d'eiectrodes polarisees. le test dej reactivity des cellules 
£tant optique ou 6lectrique. 

16 Plaquette de Titration selon la revendication 15, dans 
15 laquelle une difference de potentiei est appliquee entr$ ces electrodes afin de 
cr6er une polarisation dans ies cellules et favorteer ileffet thdrapeutique sur 

des cellules. I 

i 

17. Application de la cartouche selon ha revendication 13 ou 
du kit seion la revendication 14 & ia preparation de biopuces, par synthase in 

20 situ ou d6pot d'ohgonucleotides pre-synth6tis6s, au briblage sur molecules 
biologiques, chfmiques ou sur cellules, & la preparation de medicaments ou 
aux tests pharmaccutiques ou de d^pistages immundlogiqucs, biochimiques 
ou genetiques. : 

18. Application du systeme de attribution selon I'une 
25 quelconque des re venditions 1 a 10, £ I'adminiitration percutan6e de 

medicaments par iono-phor£se comportant un systotne ^application d'une 
difference do potentiei adequate sur une cellule piizoeiectrique (70) pour 
radmimstration d'une quantity calibre d'au moins un ta6dicament contenu ou 
form6 dans au moms un puits. j 

30 19. Application au cribiage de ceilutesj tests dans le domaine 

phatmacologique d un systeme de distribution selon! Tune quelconque des 
revendicatiors * a 12, dans Iequel des m6dicamentsl sont deposes sur des 
ceJiuies continues dans Ies micro-cuvettes (80) d'una lame de Titration (81), 
equipees dVlectrode* polarisees, le test de r&actilit& des cellules 6tant 

35 optique ou eiectnque. I 
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20. Application selon ia revendica ion precedent©, dans 
laquelte une difference de potential de valeur adaptee est appliquee entre ces 
electrodes afin de creer une polarisation dans les ce llutes et favoriser ainsi 
I'effet therapeutique sur les cellules. 

21 Application du systeme de distribution selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 14, a la filtration selective par fixation sur 
les parois deis puits d*une tete d'impression de bio-cellules identiques ou 
diff6rentes ou de composes biochimiques par puits ou par blocs de puits, 

22 Application du systeme de distribution selon la 
revendtcation precedents, dans laquelle la tSte d'impression est integree a 
I'embout d'une seringue. 

23. Application du systeme de d stribution selon I'une 
quelconque des revendications 1 a 14, a Talinhentation parallele ou 
sequentielle de colonnes de spectrometre de masse ou de chromatog raphes. 
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